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  En  los últimos años  la calidad de  la  leche de cabra ha cobrado mayor relevancia, ya que  la 
industria exige una materia prima con  características adecuadas para  su  transformación, así como 
por una mayor exigencia de los consumidores. 
  Debido a la importancia de la presencia de residuos de medicamentos en la leche tanto para 
la  salud  pública  como  para  los  procesos  tecnológicos  de  fabricación  de  productos  lácteos,  la 
legislación europea establece una serie de controles sobre  la detección de  inhibidores en  la  leche a 
nivel de explotaciones ganaderas, centros lácteos y laboratorios acreditados. 
  Los métodos empleados en estos controles han  sido desarrollados para  leche de vaca y  la 







muestras  individuales  de  leche  de  cabra  el mismo  día  de  su  recogida, mediante  los métodos  de 
cribado seleccionados para este trabajo, siguiendo el protocolo de ejecución descrito por cada uno 
de los fabricantes. 
  Los métodos  de  unión  a  receptores  proteicos  con muestras  individuales  de  leche  de  cabra 




falsos  positivos,  lo  que  indica  que  este  método  es  poco  específico  para  la  detección  de 
betalactámicos en muestras  individuales de  leche de cabra. En el caso de  las  tetraciclinas,  tanto el 
método Charm MRL BL/TET como el SNAP Tetracycline presentaron una especificidad de 100%, el 
Twinsensor BT de 99,7% y el BetaStar Combo de 99%, lo que permite señalar que estos métodos son 
altamente  específicos  para  la  detección  de  residuos  de  tetraciclinas  en muestras  individuales  de 
leche de cabra. 
  Para calcular la Capacidad de detección (CCβ) de los métodos considerados, se analizó en primer 
lugar  una  concentración  de  antibiótico  equivalente  a  0.5xLMR,  realizando  un  total  de  20 
repeticiones. Si el error β era >5% (1 resultado negativo), se analizaba la siguiente concentración de 
ensayo correspondiente a 0.75xLMR, con 40 repeticiones. De  igual manera, si el error β era >5% (2 
resultados negativos),  se procedía a analizar una  concentración equivalente  al  LMR ensayando en 
este caso, un total de 60 repeticiones. Si el error β >5% (3 resultados negativos), se concluía que el 
CCβ  era mayor que  el  LMR  establecido para  la  sustancia  en  cuestión.  Los  LMR  utilizados  en  este 
estudio fueron los establecidos por la legislación europea en el Reglamento (UE) 37/2010. 
  La  Capacidad  de  detección  (CCβ)  de  los métodos  de  unión  a  receptores  proteicos  para  los 
antibióticos betalactámicos y tetraciclinas en muestras individuales de leche de cabra, varía según el 
método  y  la  sustancia  evaluada.  Para  los  betalactámicos,  el  SNAP  Betalactam  y  el  TwinsensorBT 
mostraron ser capaces de detectar todos  los antibióticos analizados a niveles  inferiores o  iguales al 
LMR, mientras que el Charm MRL BL/TET no fue capaz de detectar la cloxacilina al LMR y el BetaStar 
Combo ni la cefalexina ni el ceftiofur. Para el grupo de las tetraciclinas, el método Charm MRL BL/TET 
detectó todas  las sustancias analizadas a niveles  inferiores al LMR, mientras que  los métodos SNAP 
Tetracycline,  BetaStar  Combo  y  TwinsensorBT  no  fueron  capaces  de  detectar  la  presencia  de 
clortetraciclina a una concentración equivalente al LMR. 
  Para  evaluar  el  efecto del  conservante  azidiol  sobre  la  respuesta de  los métodos de unión  a 
receptores proteicos, se utilizaron 20 muestras individuales de leche de cabra libres de antibióticos. 
Las muestras de  leche se dividieron en dos alícuotas, una sin conservante y otra con azidiol, que se 
analizaron  con  cada  uno  de  los métodos  considerados.  Posteriormente,  las mismas muestras  de 
leche  fueron adicionadas de penicilina G  y oxitetraciclina en  concentraciones equivalentes al  LMR 
(4μg/Kg  y  100g/Kg,  respectivamente)  y  se  analizaron  nuevamente  con  los  métodos  de  cribado 
seleccionados. 
  El  conservante  azidiol  no  tuvo  ningún  efecto  sobre  la  respuesta  de  los métodos  de  unión  a 
receptores  proteicos  evaluados  (Charm MRL  BL/TET,  BetaStar  Combo,  SNAP  y  TwinsensorBT)  con 
muestras individuales de leche de cabra adicionadas o no de antibiótico. Sin embargo, en el método 
SNAP Betalactam se observó que al agregar azidiol a las muestras de leche, se retrasaba la aparición 
de  los puntos de  lectura  lo que obliga a prolongar el  tiempo de análisis. Además,  la  intensidad de 
dichos puntos fue menor en las muestras de leche adicionadas de conservante. 
  Debido  a  la  importancia  de  la  presencia  de  residuos  de medicamentos  en  la  leche  para  la 













































































































Cuadro  11.  Resultados  obtenidos  en  el  estudio  de  la  especificidad  para  el  método 
TwinsensorBT  30 
















































































  1.1. Aspectos generales     
  La leche de cabra y sus derivados son recursos alimentarios que han recibido en los últimos años 
una mayor atención mundial. Su producción  se ha  incrementado notablemente en  las últimas dos 
décadas y ello está contribuyendo cada vez más, a mejorar la economía de productores, industriales 
y a incrementar el aporte nutricional en varios sectores de consumidores. 
  En  los últimos años  la calidad de  la  leche de cabra ha cobrado mayor  importancia debido a  la 
demanda  por  parte  de  la  industria  de  una materia  prima  con  características  adecuadas  para  su 
transformación,  así  como  por  una mayor  exigencia  de  los  consumidores.  Las  industrias  han  ido 
generalizando  el  pago  de  la  leche  a  los  productores  en  base  a  su  calidad  y,  por  otra  parte,  la 
normativa europea vigente establece la obligatoriedad de controlar la calidad de la leche cruda que 
los ganaderos proporcionan a la industria.  






sobre  las características y composición química de  la  leche cruda  resulta esencial para  la  industria 
quesera, ya que le permite una mejora y desarrollo continuados.  
  En el Cuadro 1 se presentan los parámetros físico‐químicos que se emplean en la valoración de 
la  calidad de  la  leche  cruda de vaca y  cabra,  los  cuales  señalan  ciertas  características  importantes 
como son el grado de frescura y la calidad higiénica (pH y acidez), así como también la detección de 
fraudes por adición de agua (densidad y punto crioscópico). 
  A su vez,  la composición química de  la  leche  tiene una gran  importancia ya que determina su 
calidad nutritiva y muchas de sus propiedades. De  igual manera,  la aptitud  tecnológica de  la  leche 
para su transformación en queso depende, en gran medida, de su composición, especialmente de su 













  En  la Figura 1  se presenta  la  composición química de  la  leche de  cabra de  la Raza Murciano‐
Granadina. Los porcentajes de la figura deben considerarse como valores medios orientativos, ya que 
como comenta Boza (1997), los componentes de la leche de cabra varían de forma natural a lo largo 










  Con respecto a  los componentes que presentan mayor relación con el rendimiento quesero,  la 
leche de cabra  tiene mayor contenido en materia grasa y proteína bruta que  la  leche de vaca, sin 




  La  leche  desde  su  secreción  en  el  interior  de  la  ubre  hasta  su  llegada  al  consumidor,  se  ve 
sometida  a  un  elevado  número  de  riesgos  (desarrollo  de  microorganismos,  infecciones  por 
gérmenes,  absorción  de  olores  extraños,  producción  de malos  sabores,  presencia  de  sustancias 
químicas extrañas como antibióticos, detergentes, desinfectantes, pesticidas, metales, partículas de 
suciedad, etc.) lo que puede afectar de forma negativa la calidad higiénica del producto. 
  El Reglamento correspondiente a  la higiene de  los alimentos de origen animal destinados a  la 





















  Recuento  de  Gérmenes  Totales  (RGT):  En  el  caso  de  la  leche  de  oveja  y  cabra,  los  límites 
corresponden a 500.000 ufc/ml para  la  leche destinada a  la elaboración de productos derivados sin 
tratamiento  térmico y a 1.500.000 ufc/ml para  la  leche destinada a productos que  incluyan en  su 
elaboración algún tipo de tratamiento térmico; ambos valores son muy superiores al valor límite de 
100.000 ufc/ml establecido para la leche cruda de vaca. 





  Presencia de residuos de antibióticos: es otro de  los aspectos considerados en  la  legislación para 
valorar  la calidad higiénica de  la  leche cruda. Molina y col. (2010)  indican que,  la principal causa de  la 
presencia  de  estas  sustancias  en  la  leche  es  la  utilización  de medicamentos  veterinarios  a  base  de 
antibióticos  y  sulfonamidas  para  el  tratamiento  de  las  enfermedades  infecciosas  del  ganado, 






la  leche cruda de vaca (Reales Decretos 217/2004 y 1728/2007) y también, para  la  leche de oveja y 
cabra (Real Decreto 752/2011). 
  En  estos  Reales Decretos  se  establece  la  normativa  básica  de  control  que  deben  cumplir  los 
operadores  del  sector  de  leche  cruda  de  estas  especies.  En  ellos,  se  regula  la  identificación  y  el 








sistema de  información  “Letra Q“, donde  están  registrados  todos  los  agentes  y  contenedores del 
sector lácteo. 
  El Real Decreto 752/2011 permite desarrollar los reglamentos comunitarios relativos a la higiene 
de  los  alimentos  en  el  ámbito  nacional  de  la  producción  de  leche  cruda  de  cabra  y  oveja, 
estableciendo  los  controles mínimos  obligatorios  a  realizar  por  los  agentes  productores  de  estos 
alimentos, así como armonizar las condiciones exigibles a los laboratorios de análisis de leche cruda 




  Adicionalmente, se extiende al caprino y al ovino de  leche  la obligación establecida en el Real 




  El  Real  Decreto  752/2011  establece  que  deben  existir  controles  obligatorios  en  las 
explotaciones (autocontroles) antes de cargar la leche cruda en la cisterna de transporte, donde será 
obligatorio  realizar  una  verificación  de  parámetros  para  comprobar  que  la  leche  reúne  las 
características  adecuadas.  Se  debe  realizar  una  inspección  visual  comprobando  el  color,  olor, 
apariencia  de  la  leche  cruda  y  ausencia  de  contaminación macroscópica.  También  se medirá  la 




  De  igual manera se efectúan controles obligatorios en  los centros  lácteos donde se realizarán 
las mismas verificaciones visuales y de  calidad  comentadas anteriormente, antes de proceder a  la 
descarga de la leche. En este caso se tomará de cada cisterna, muestra para su envío al laboratorio y 
se realizará la prueba de residuos de antibióticos betalactámicos en todas las descargas y cada cinco 
cisternas,  la prueba de  residuos de  tetraciclinas, asegurando que  todas  las  rutas de  recogida de  la 
leche queden analizadas. 
  Sobre  las  muestras  de  leche  enviadas  al  laboratorio,  se  determinará  su  calidad  comercial 
(composición)  y  su  calidad higiénico‐sanitaria  (recuento  de  gérmenes  totales,  recuento  de  células 
somáticas y presencia de  inhibidores) y  la  información obtenida deberá  registrarse en  la  “base de 
datos letra Q”. 
  Cabe  señalar que,  a pesar de que  en  el Reglamento  (CE) 853/2004 no  se  especifica un  valor 
umbral para el recuento de células somáticas en la leche de oveja y cabra, el Real Decreto 752/2011 










  En  la  leche  se  pueden  encontrar  residuos  de  diferentes  medicamentos  y  otras  sustancias 
químicas debidos al tratamiento de los animales con diferentes fármacos, así como los que proceden 
de  la  utilización  de  detergentes  y/o  desinfectantes.  En  estos  momentos,  los  residuos  más 
importantes que aparecen en la leche son los residuos de medicamentos veterinarios, especialmente 
los antimicrobianos que  consecuentemente,  son un  riesgo para  la  salud pública y  los procesos de 
industrialización lechera (Litterio y col., 2004). 
  Respecto  a  la  Salud  pública,  la  presencia  de  residuos  de  antimicrobianos  en  la  leche  puede 
producir  efectos  negativos  sobre  la  salud  humana  como  afecciones  alérgicas,  gastrointestinales, 
intoxicaciones  y  el  desarrollo  de  resistencias  a  los  agentes microbianos.  (Anthony  y  col.,  2001  y 
Demoly y Romano, 2005). 
  Por otro  lado, desde una  visión  tecnológica,  inhibe  los procesos bacterianos necesarios en  la 
elaboración  de  productos  derivados  como  el  queso  y  el  yogur  y  retrasa  procesos  como  la 
acidificación, el cuajado y  la maduración,  llegando  incluso a  inhibir completamente  la fermentación 
en algunos casos (Grunwald y col., 2003 y Berruga y col., 2009). 
  También  es  de  gran  importancia  la  presencia  de  residuos  de  antibióticos  en  la  leche  para  el 
propio  ganadero  o  productor  de  leche,  ya  que  puede  llevar  a  la  prohibición  por  parte  de  las 
autoridades sanitarias, de  la comercialización de  la  leche cruda al ser calificada como “no apta para 
consumo humano”, según la Legislación. 
  O´Donnell  (2007)  señala que  los  residuos de  antibióticos deben  ser monitoreados para evitar 
que  la  leche contaminada  llegue a  la cadena alimenticia humana y  la mejor manera es a través de 
pruebas de rápida ejecución que detecten dichos residuos. 
  Como ya se ha comentado, debido a que los residuos de antibióticos en la leche representan un 
riesgo  potencial  para  los  consumidores,  para  la  industria  lechera  y  para  el  ganadero,  los  países 
miembros de  la Unión Europea están obligados a controlar oficialmente su presencia para asegurar 
que están por debajo del límite máximo de residuos (LMR) establecido. 
  El  límite  máximo  de  residuos  (LMR)  se  define  en  el  Reglamento  (CE)  470/2009  como  “la 
concentración máxima de residuo de una sustancia farmacológicamente activa  (expresado en µg/kg o 
g/kg  sobre  la  base  del  peso  en  fresco)  que  puede  permitirse  en  los  alimentos  de  origen  animal”;  se 



















se  utilizan  para  identificar  de  forma  inequívoca  la  presencia  de  estos  residuos  en  la  leche  y 
determinar exactamente la cantidad de analito presente en las muestras (Beltrán, 2010). 
Sustancia  LMR g/kg (ppb)  Leche  Sustancia 
LMR 
g/kg (ppb)  Leche 
Beta‐lactámicos    Macrólidos  
Penicilina  4  Todas* Eritromicina 40  Todas
Ampicilina  4  Todas Espiramicina 200  Vaca
Amoxicilina  4  Todas Tilmicosina 50  Todas
Penetamato  4  Vaca Tilosina 50  Todas
Nafcilina  30  Vaca Lincomicina 150  Todas
Cloxacilina  30  Todas Pirlimicina 100  Vaca
Dicloxacilina  30  Todas  
Oxacilina  30  Todas Aminoglucósidos  
Cefacetrilo  125  Vaca Gentamicina 100  Vaca
Cefalexina  100  Vaca Kanamicina 150  Vaca
Cefalonio  20  Vaca Neomicina 1500  Todas
Cefoperazona  50  Vaca Espectinomicina 200  Oveja
Ceftiofur  100  Vaca Estreptomicina 200  Vaca
Cefquinoma  20  Vaca  
Cefapirina  60  Vaca Quinolonas  
Cefazolina  50  Vaca Danofloxacina 30  Vaca
    Enrofloxacina 100  Vaca
Tetraciclinas    Flumequina 50  Vaca
Doxiciclina  0  Todas Marbofloxacina 75  Vaca
Clortetraciclina  100  Todas  
Oxitetraciclina  100  Todas Otros  
Tetraciclina  100  Todas Ácido clavulánico 200  Vaca
    Bacitracina 100  Vaca
Sulfamidas    Baquiloprim 30  Vaca
Sulfadiacina  100  Vaca Cloranfenicol 0  Todas
Sulfadimetoxina  100  Vaca Colistina 50  Todas
Sulfadimina  100  Vaca Dapsona 0  Todas
Sulfadoxina  100  Vaca Florfenicol 0  Todas
Sulfanilamida  100  Vaca Novobiocina 50  Vaca
Sulfametazina  100  Vaca Rifaximina 60  Vaca
Sulfatiazol  100  Vaca Tianfenicol 50  Vaca






de  detección  de  sustancias  inhibidoras  en  la  leche  como métodos  cualitativos  o  cuantitativos,  en 
función de las características de funcionamiento de cada uno de ellos. 
  Los  métodos  microbiológicos  de  cribado  fueron  los  primeros  métodos  utilizados  para  la 
detección de residuos de antibióticos. Están basados fundamentalmente en pruebas de inhibición del 















rápida,  la presencia de  residuos de antibióticos y  sulfonamidas en  la  leche  (Roca, 2008). Entre  los 
métodos  más  importantes  se  encuentra  el  enzimático  Penzym  y  otro  grupo  de  métodos 
inmunoenzimáticos,  ELISA  o RIA,  así  como  los métodos  de  unión  a  receptores  proteicos,  de  gran 

















para  su  uso.  Actualmente  son  los  que  se  emplean  con mayor  frecuencia  para  los  análisis  en  las 
explotaciones ganaderas y centros lácteos. 
  Los más utilizados en España son: ROSA Charm, BetaStar, Snap y TwinsensorBT. Todos presentan 
diferentes  versiones  que  son  capaces  de  detectar  antibióticos  pertenecientes  al  grupo  de  los 
betalactámicos  y/o  tetraciclinas  o  métodos  combinados  que  identifican  simultáneamente, 
antibióticos de ambos grupos. 





menor tiempo de  incubación (5 minutos), también en  la temperatura de  incubación que va de 40 a 
56ºC,  así  como  en  el  formato  en  el  que  se  presentan,  mayormente  en  tiras  reactivas  u  otros 
dispositivos como es el caso del SNAP. 
  Todos  permiten  efectuar  la  interpretación  visual  de  los  resultados  por  la  intensidad  de  las 





receptor dando como resultado  la  interacción de  los posibles antibióticos que contenga  la muestra 
con el receptor. 
  En la segunda fase, la muestra de leche junto con los receptores es transferida a la tira reactiva o 
dispositivo  que  contiene  una  línea  control  y  una  línea  para  antibióticos  betalactámicos  y/o  para 







en  esta  segunda  fase  del  análisis,  es  cuando  la  línea  específica  a  antibióticos  betalactámicos  y/o 
tetraciclinas captura  todos  los  receptores específicos que no han  interaccionado con el antibiótico 
durante la primera fase. 
  La  línea control sirve como referencia para determinar si  la muestra es negativa o positiva. En 





  La  Decisión  2002/657/CE  establece  las  principales  características  de  funcionamiento  que  se 
deben  tener  en  cuenta  para  la  validación  de métodos  analíticos,  siendo  estas  características  la 
especificidad,  capacidad  de  detección  (CCβ),  límite  de  decisión  (CCα),  veracidad,  robustez,  y 





















S  +  ‐  ‐  ‐  +  + 
E  +  +  ‐  ‐  +  + 
Métodos 
cuantitativos 
S  +  ‐  ‐  +  +  + 




  Las  características  de  funcionamiento  de  los  métodos  de  unión  a  receptores  proteicos 




















señalan  que  la  presencia  de  conservantes  en  muestras  de  leche  puede  provocar  fallos  en  la 
interpretación de los resultados de los métodos provocando la reducción del color dando resultados 
dudosos o positivos. 
  Actualmente  no  se  han  encontrado  estudios  que  indiquen  si  el  uso  de  conservantes  en  las 
muestras  de  leche  influye  o  no  sobre  el  comportamiento  de  los métodos  de  unión  a  receptores 
proteicos. En métodos microbiológicos, Zorraquino (1997) realizó un estudio sobre  la  influencia del 
efecto de la adición de azidiol como conservante de las muestras de leche de vaca sobre las lecturas 
fotométricas de  las respuestas del método BRT y dedujo que,  las muestras de  leche adicionadas de 
azidiol  parecen  presentar  lecturas  de  absorbancia  más  elevadas  que  aquellas  analizadas  sin 
conservante. 
  También Molina  y  col.  (2003),  estudiaron  el  efecto  del  uso  de  dos  conservantes,  dicromato 
potásico  y  azidiol,  sobre  la  respuesta  de  los  métodos  BRT  AiM  y  Delvotest  en  leche  oveja  y 
determinaron  que  el  dicromato  potásico  inhibía  totalmente  el  crecimiento  del  Geobacillus 
stearothermophilus  mientras  que  con  el  azidiol,  se  obtenía  una  menor  especificidad  analizando 
muestras adicionadas de conservante  (90,2%) que  cuando  se analizaban muestras  sin conservante 
(96,3%) en el método BRT y  también en el Delvotest, que presentó una especificidad de 91%  con 
muestras de leche con azidiol y de 97,7% con muestras de leche sin conservante. 





receptores  proteicos  específicos  a  antibióticos  betalactamicos  y/o  tetraciclinas  (ROSA  Charm  BL, 
TwinsensorBT  y  SNAP)  y  obtuvieron  especificidades  elevadas  para  la  detección  de  betalactámicos: 
99%  para  el método  SNAP Betalactam,  95%  para  el  TwinsensorBT  y  90%  para  el ROSA  Charm BL. 
  De  igual manera para  las tetraciclinas,  la especificidad en muestras de  leche de oveja también 
resultó elevada: 96% para SNAP Tetracycline, 97% para TwinsensorBT y 99% para el ROSA Charm TET. 












una muestra,  con  una  probabilidad  de  error  β.  El  error  β  es  la  probabilidad  de  que  la muestra 
analizada  sea  realmente  no  conforme,  aunque  se  haya  obtenido  una medición  conforme.  En  los 
métodos de cribado, el error β no debería ser mayor al 5% (CRLs, 2010). 
  En el caso de sustancias para  las que no se ha establecido un  límite permitido,  la capacidad de 
detección  (CCβ)  es  la  concentración  mínima  en  la  que  un  método  puede  detectar  muestras 
realmente contaminadas con una certeza estadística de 1−β. En el caso de sustancias para las que se 
ha  establecido  un  límite  permitido,  la  capacidad  de  detección  es  la  concentración  en  la  que  un 




contempla  la utilización de diferentes  concentraciones de antibiótico,  con objeto de  construir una 
curva dosis‐respuesta (Figura 3) a partir de las frecuencias relativas de resultados positivos para cada 











sea  al menos  de  1,5  a  2  veces  superior  a  la  concentración  que  se  espera  resulte  positiva  y  una 
concentración equivalente al LMR, calculándose el Límite de detección como  la concentración que 
corresponde  a  la  intersección de  la  curva dosis‐respuesta,  con  la  línea que  representa  el  95% de 
resultados positivos. 
  Por otra parte,  los  laboratorios de referencia de  la Comunidad europea (CRLs, 2010) proponen 
unas  directrices  de  cálculo  en  las  que  se  determina  la  frecuencia  de  resultados  positivos  a  una 
concentración de antibiótico determinada  (Screening Target Concentration),  comprendida entre el 
50 y el 100% del LMR, de manera que el CCβ se corresponde con la menor concentración ensayada 
que  produce  un  95%  de  resultados  positivos.  A  diferencia  del  procedimiento  propuesto  por  las 
normas ISO (2003 a y b), la máxima concentración de ensayo es equivalente al LMR y el número de 







  Para el cálculo de  la sensibilidad,  la Federación  Internacional de Lechería (IDF, 1997) especifica 
que  debe  determinarse  sobre  30  réplicas  de  una misma muestra  de  leche,  adicionadas  de  una 
concentración equivalente  al  LMR de  la  sustancia objeto de  estudio.  La  sensibilidad  se determina 





  Estos métodos han  sido evaluados  con muestras de  leche de  vaca presentando unos buenos 
resultados  de  sensibilidad  para  la  detección  de  antibióticos  betalactámicos  y  tetraciclinas.  Así, 
Zvirdauskien  y  Salomskiene  (2007),  al  evaluar  el  método  BetaStar,  concluyen  que  este  método 
permite detectar penicilina G, oxacilina, ampicilina, nafcilina, cefquinoma, cloxacilina, dicloxacilina, 
cefapirina, cefacetrilo, cefoperazona y cefalonio a concentraciones inferiores a los LMRs establecidos 
en  la  legislación.  Con  este mismo método  y  siguiendo  un  procedimiento  simplificado  de  ensayo, 
Reybroeck y col. (2010) obtienen una alta sensibilidad para diferentes antibióticos betalactámicos en 
diferentes  tipos  de  leche  (UHT,  esterilizada,  reconstituida  en  polvo,  descongelada)  y  también  en 
leche de cabra y oveja. 
  Por su parte, Perme y col. (2010), también obtiene muy buenos resultados de sensibilidad con el 





tetraciclinas  en  muestras  de  leche,  ya  que  los  CCβ  obtenidos  para  diferentes  sustancias 
antimicrobianas fueron inferiores a los LMRs establecidos en la legislación. 
  Sin embargo, la evaluación de la capacidad de detección de estos métodos con leche de oveja y 
de  cabra  es muy  limitada  y  sería  de  gran  importancia  conocer  la  influencia  de  los  factores  que 
pueden interferir en la respuesta de estos métodos de control con este tipo de leche. 
  Considerando  la  importancia de  la presencia de residuos de antibióticos en  la  leche y  la escasa 
disponibilidad  de  información  sobre  el  comportamiento  de  los  métodos  de  unión  a  receptores 
proteicos con muestras de  leche de cabra, sería de gran  interés conocer  los  factores que pudieran 
estar relacionados con la aparición de resultados “falsos positivos” en este tipo de leche que afecten 
al productor, o  con  los  resultados  “falsos negativos” que  representen un peligro para  la  salud del 
consumidor. De  igual manera, se necesita mayor  información para poder establecer una normativa 
adecuada para el caso del control de la leche de cabra, con objeto de evitar la llegada de residuos de 
















































pública  como  para  los  procesos  tecnológicos  de  fabricación  de  productos  lácteos,  la  legislación 
europea establece una  serie de  controles  sobre  la detección de  inhibidores en  la  leche a nivel de 
explotaciones ganaderas, centros lácteos y laboratorios acreditados.  
  Los  métodos  empleados  para  la  realización  de  estos  controles  han  sido  desarrollados  y 
evaluados para  leche de vaca siendo  la  información para  la  leche de otras especies ganaderas muy 








 Evaluar  la  Capacidad  de  detección  (CCβ)  de  los métodos  de  unión  a  receptores  proteicos 
(BetaStar  Combo,  Charm  MRL  BL/TET,  SNAP  y  Twinsensor  BT)  de  diferentes  antibióticos 
betalactámicos y tetraciclinas en leche cruda de cabra. 
 























































  Para  los  experimentos,  se  utilizaron muestras  individuales  de  leche  procedentes  del  ordeño 
mecánico de  la mañana del rebaño de cabras de  la Raza Muciano‐Granadina existente en  la Granja 
experimental  de  pequeños  rumiantes  del  Departamento  de  Ciencia  Animal  de  la  Universitat 
Politécnica de Valencia. 
  Las muestras se recogieron de animales sanos y no tratados con ningún medicamento desde la 
segunda  semana post‐parto hasta  el  final del período de  lactación  (7 meses),  con una  frecuencia 
quincenal. 
  Las muestras  de  leche  se  analizaron  en  el  Laboratorio  de Análisis  de  Leche  de  la Universitat 
Politècnica de Valencia para determinar  su  composición química  (grasa, proteína bruta,  lactosa,  y 
sólidos  totales)  y  su  calidad  higiénica  (recuento  de  células  somáticas  y  recuento  de  gérmenes 
totales),  garantizando  que  cumplían  con  los  requisitos  de  composición  y  calidad  señalados  en  la 
norma UNE‐EN  ISO 18330  (2003b) que establece  las directrices para  la descripción normalizada de 
los  inmunoensayos  de  receptores  para  la  detección  de  residuos  de  antimicrobianos  en  leche  y 
productos lácteos. 
  La composición química de  la  leche se determinó mediante  la utilización del MilkoScan FT 120 
(Foss. Hillerφd, Denmark),  el  recuento de  células  somáticas  con  el  equipo  automático  Fossomatic 






  En el estudio de especificidad se analizaron un total de 350 muestras  individuales de  leche de 
cabra. Cada muestra se analizó  individualmente el mismo día de su recogida mediante  los métodos 
seleccionados para este trabajo según el protocolo de ejecución descrito por cada fabricante. 
  Para medir  la  Capacidad  de  detección  (CCβ)  fueron  seguidas  las  directrices  de  las Guías  de 
validación de  los métodos de cribado para  la detección de residuos de medicamentos veterinarios, 
propuestas por los laboratorios de referencia de la Comunidad europea (CRLs, 2010). 
  En  primer  lugar  se  analizó  una  concentración  de  antibiótico  correspondiente  a  0.5xLMR 
realizando un total de 20 repeticiones. Si el error β era >5%  (1 resultado negativo), se analizaba  la 
siguiente  concentración  de  ensayo  correspondiente  a  0.75xLMR,  con  40  repeticiones.  De  igual 
manera,  si  el  error  β  era  >5%  (2  resultados  negativos),  se  procedía  a  analizar  una  concentración 








leche  fueron adicionadas de penicilina G  y oxitetraciclina en  concentraciones equivalentes al  LMR 

















  Las  sustancias antimicrobianas  seleccionadas, en  función de  la  importancia de  su uso, para el 
estudio de  la sensibilidad de  los métodos de unión a  receptores proteicos,  junto a sus  respectivos 
Límites Máximo de Residuos establecidos por la normativa vigente, se presentan en el Cuadro 5. 








  Para  la  preparación  de  las  soluciones  de  antibióticos,  se  pesaron  25mg  de  cada  sustancia 
teniendo en  cuenta  su pureza, que  se disolvieron en un matraz aforado de 25 ml utilizando agua 
destilada o un disolvente apropiado (Cuadro 5), obteniéndose así las soluciones “madre” de cada uno 
de  los  antibióticos.  A  partir  de  éstas,  se  prepararon  las  soluciones  intermedias  necesarias  para 
conseguir  la  concentración  de  ensayo  requerida  en  cada  caso.  Todas  las  soluciones  antibióticas 
fueron preparadas en el momento de realizar  los análisis para evitar problemas relacionados con  la 
estabilidad de las sustancias antimicrobianas. 
Cuadro  5.  Sustancias  antimicrobianas  usadas  para  la  determinación  de  la  Capacidad  de 
Detección (CCβ) 


















  Se  seleccionaron  cuatro  métodos  de  unión  a  receptores  proteicos:  BetaStar  Combo,  ROSA 
Charm MRL BL/TET, SNAP (Betalactam, Tetracycline y Gentamicin)  y TwinsensorBT. 





proteicos  específico  para  la  determinación  rápida  de  antibióticos  betalactámicos  y  tetracilinas  en 
muestras de leche. 
Se  presenta  en  un  formato  de  25  viales  que  contienen  los  receptores  y  un  bote  de  25  tiras 
reactivas para la determinación de los antibióticos. 
El procedimiento de ensayo del BetaStar Combo es sencillo y consiste en colocar en el vial que 
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 Si  las  bandas  de  la  muestra  son  de  menor 






  Los cálculos de  las medias, desviaciones estándar, máximos y mínimos de  la composición de  la 
leche de  cabra, del  recuento de  células  somáticas  y de  los  gérmenes  totales,  se  realizaron  con el 
análisis multidimensional del paquete estadístico Statgraphics 5.1  (2001). En el  caso de  las  células 
somáticas y de los gérmenes totales, se empleo el logaritmo decimal del recuento. 
 
  Para  analizar  las  posibles  causas  de  los  resultados  “falsos  positivos” obtenidos,  se  realizó  un 
estudio del efecto de  la  semana de  lactación y de  las  características  fisicoquímicas de  la  leche de 
cabra  sobre  la  respuesta  de  los  métodos  de  unión  a  receptores  proteicos,  en  aquellos  que 
presentaron una especificidad menor o  igual a 95%. Dado que  las respuestas de estos métodos son 
variables categóricas (“positivo” o “negativo”), se realizó un análisis de regresión  logística mediante 







  logit  [Pi]= probabilidad de  resultado positivo de un método;  βi= coeficientes estimados por el 
modelo; semanai= estado de la lactación, pHi= valores de pH, Gi= grasa; Pi= proteína; Li= lactosa; STi= 




























Para el cálculo de  la especificidad del método BetaStar Combo  se utilizaron un  total de 350 
muestras de leche de cabra libres de antibióticos. 
En el Cuadro 6  se  resume  la  composición química  y  la  calidad higiénica de  las muestras de 
leche de cabra utilizadas en el estudio de especificidad de este método. Estos valores se encuentran 
dentro  del  rango  especificado  por  diferentes  autores  para  la  leche  de  cabra  de  raza Murciano‐
Granadina (Quiles y Hevia, 1994; Vert, 2004; Boza, 2007). 
 
















Visual Lector Visual   Lector
P  D N P N P D  N  P  N
Clasificación muestras(1)  4  5 341 3 347 3 1 346  3  347
Negativas/Total muestras  341/350 347/350 346/350  347/350




Parámetros  Media SD Mínimo  Máximo 
pH  6,79 0,09 6,50 7,14 
Grasa (%)  5,60 1,16 3,23 11,44 
Proteína (%)  3,72 0,48 2,44 5,36 
Sólidos Totales (%)  14,65 1,55 11,05 20,48 
RGT  (x103 ufcl/ml)  75 200 10 2.289 
Log RGT  4,56 0,40 4 6,35 
RCS (x103 cel/ml) 1.019 1.536 75 15.456 





Para  la  detección  de  antibióticos  betalactámicos,  la  especificidad  calculada  a  partir  de  la 






similar de  la misma  firma  comercial para  la detección  rápida de betalactámicos  en  leche de  vaca 
(BetaStar, Neogen Corporation), quienes calcularon una especificidad de 99.9% en muestras de leche 








































Las  características  de  las  350 muestras  individuales  de  leche  de  cabra  empleadas  para  el 
cálculo de la especificidad del método Charm MRL BL/TET se presentan en el Cuadro 8. 
















método  en  este  tipo  de  leche  tanto  para  la  detección  de  antibióticos  betalactámicos  como  de 
tetraciclinas  (98% y 100%,  respectivamente)  según  la  interpretación  realizada por el ROSA Reader 
(Charm Sciences, Inc.). 
La  especificidad  calculada  a  partir  de  la  interpretación  visual  de  los  de  resultados  fue 






Visual Lector Visual   Lector
P  D N P D N P D N  P  D  N
Clasificación muestras(1)  7  2  341 7 0 343 0 1 349  0  0  350
Negativos/ Totalmuestras  341/350 343/350 349/350  350/350
Especificidad (%)  97 98 99 100
(1)Clasificación muestras: P=positiva, D=dudosa y N=negativa 
 
Parámetros  Media SD Mínimo  Máximo 
pH  6,78 0,09 6,55 7,13 
Grasa (%)  5,74 1,16 3,31 10,61 
Proteína (%)  3,82 0,48 2,68 6,03 
Sólidos Totales (%)  15,0 1,51 12,13 20,48 
RGT (x103 ufc/ml)  74 306 10 4.829 
Log RGT  4,5 0,40 4,0 6,68 
RCS (x103 cel/ml) 975 1.737 37 16.837 








al  encontrado  en  el  presente  trabajo.  En  cuanto  a  la  detección  de  tetraciclinas,  la  especificidad 
calculada  por  estos  autores  para  la  leche  de  vaca  y  de  oveja,  respectivamente,  fue  ligeramente 
inferior (99%) a la obtenida en este estudio para la leche de cabra. 
En  la Figura 10 se representa  la evolución de  la especificidad del método Charm MLR BL/TET 
con  leche  de  cabra,  a  lo  largo  del  período  de  lactación.  En  ella  se  observa  que  los  reducidos 








La  especificidad  del  método  SNAP  en  tres  de  sus  versiones  (SNAP  Betalactam,  SNAP 
Tetracycline y SNAP Gentamicin), se determinó empleando muestras  individuales de  leche de cabra 
durante  todo  el  periodo  de  lactación.  Las muestras  utilizadas  para  el  cálculo  de  la  incidencia  de 
resultados “falsos positivos” en estos métodos de cribado, fueron  las mismas que  las empleadas en 
el caso del BetaStar Combo y sus características se recogen en el Cuadro 6. 
Los  valores de especificidad  calculada  a partir de  las  interpretaciones  visuales  y  las  lecturas 
instrumentales  del método  SNAP  Betalactam  con  leche  de  cabra  se  presentan  en  el  Cuadro  10, 
donde  se observa una menor especificidad  (93,4%) para  las  interpretaciones visuales que para  las 










































resultados  “falsos  positivos”  en  el método  SNAP  Betalactam  con muestras  de  leche  de  cabra,  se 
realizó un análisis estadístico de los datos mediante la aplicación de un modelo de regresión logística 
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Respecto  al método  SNAP Gentamicin,  la  especificidad  calculada  con muestras  de  leche  de 
cabra  también ha  sido de 100% no encontrando diferencias  significativas  (p>0.05)  con  respecto al 
sistema de lectura utilizado. En este caso no se ha encontrado ninguna referencia bibliográfica con la 
que poder comparar los resultados obtenidos en este trabajo. 
En  la  Figura  11  se  presenta  la  evolución  de  la  especificidad  de  las  distintas  versiones  del 
método  SNAP  a  lo  largo  del  periodo  de  lactación.  En  ella  se  puede  ver  que  el  método  SNAP 







Las muestras analizadas para evaluar  la especificidad del método TwinsensorBT   con  leche de 
cabra, fueron las mismas que las utilizadas con el método BetaStar Combo (Cuadro 6). 






Visual Lector Visual   Lector
P  D N P D N P D N  P  D  N
Clasificación muestras(1)  21  19 310 23 24 303 1 0 349  1  0  349
Negativos/Total muestras  310/350 303/350 349/350  349/350























































































































































































































































































































Aunque  los resultados del análisis estadístico sugieren que  la  incidencia de resultados “falsos 
positivos”  en  el método  TwinsensorBT  con muestras de  leche de  cabra,  estaría  relacionada  con  el 
estado de la lactación, el pH de la leche y su contenido en proteína bruta, la ecuación de predicción 
de resultados “falsos positivos” obtenida, no presenta un adecuado nivel de ajuste con los resultados 
observados en el  laboratorio,  lo que  indicaría que  las diferencias encontradas son estadísticamente 
significativas (p<0.05). 
 





















En  otros  estudios  llevados  a  cabo  con  leche  de  vaca  y  con  el método  BetaStar  (Neogen) 
indicado  para  la  detección  rápida  de  residuos  de  antibióticos  betalactámicos,  Zvirdauskien  y 
Salomskiene  (2007)  coinciden  con  Suhren  y  col.  (2004)  en que BetaStar  es un buen método para 
detectar penicilina G, amoxicilina y ampicilina a concentraciones inferiores al LMR. 
Más  recientemente, Reybroeck y  col.  (2010) validaron el método BetaStar en  leche de vaca 
siguiendo un procedimiento simplificado de ensayo en el que se reducía el tiempo de incubación de 5 
minutos  (3+2)  a  tan  sólo  dos  minutos  (1+1)  y  también  observaron  resultados  similares  a  los 
obtenidos en este  trabajo. De  todos  los betalactámicos ensayados,  sólo  la cefalexina y el ceftiofur 
presentaron una Capacidad de Detección superior al LMR 
 































Ampicilina  4  2  1/20  95  2 
Cloxacilina  30 15 0/20 100  15






Cefalonium  20 10 0/20 100  10
Cefapirina  60 30 0/20 100  30










Oxitetraciclina  100 50 0/20 100  50






Cuadro  14.  Capacidad  de  Detección  (CCβ)  del  método  CHARM  MRL  BL/TET  para  antibióticos 
betalactámicos y tetraciclinas en leche de cabra. 
 
Como  se  puede  observar  en  el  Cuadro  14,  la  Capacidad  de  Detección  (CCβ)  del método 
Charm  MRL  BL/TET  para  los  antibióticos  betalactámicos,  fue  inferior  al  LMR  establecido  en  la 
legislación para el caso de  la penicilina G y  las  cefalosporinas cefapirina, cefoperazona, ceftiofur y 
cefalexina,  lo que  indica una elevada sensibilidad del método para  la detección de estas sustancias. 
En el caso de  la amoxicilina,  la ampicilina y el cefalonium, el CCβ calculado resultó  igual al valor del 
LMR. Por el contrario, el método Charm MRL BL/TET, no  fue capaz de detectar  la cloxacilina a una 
concentración equivalente al LMR establecido para esta sustancia (CCβ>30 µg/Kg). 
En el caso de  las  tetraciclinas, el método Charm MRL BL/TET detectó  la presencia de estas 
sustancias en la leche de cabra a una concentración inferior al LMR establecido (100 µg/Kg), siendo el 
CCβ de 75 µg/Kg para la clortetraciclina y de 50 µg/Kg para la oxitetraciclina y la tetraciclina. 
Muro  (2008),  señala  que  el método  Charm MRL  BL/TET  en  leche  de  oveja  presentó  una 
sensibilidad  elevada  (90‐100%)  a  antibióticos  betalactámicos  como  ceftiofur,  cefalexina  y 
































Penicilina G  4 2 0/20 100  2
Cefalexina  100 50 0/20 100  50
Cefalonium  20 10 0/20 100  10
Cefapirina  60 30 0/20 100  30
Cefoperazone  50 25 0/20 100  25
Ceftiofur  100 50 0/20 100  50
Tetraciclinas 
Clortetraciclina  100  50 4/20 80  75 
75 2/40 95 
Oxitetraciclina  100 50 0/20 100  50








En otro método de  la misma  casa  comercial, Charm MRL 3BL, diseñado para  la detección 
































Amoxicilina  4  2 2/20 90  3 
3 1/40 98 
Ampicilina  4  2 2/20 90  3 
3 0/40 100 
Cloxacilina  30 15 1/20 95  15
Penicilina G  4 2 0/20 100  2
Cefalexina  100  50 19/20 5  75 75 0/40 100 
Cefalonium  20  10 20/20 0  15 15 0/40 100 
Cefapirina  60 30 0/20 100  30
Cefoperazone  50  25 20/20 0  38 38 0/40 100 






Oxitetraciclina  100 50 0/20 100  50
Tetraciclina  100 50 0/20 100  50





En  el  caso  de  los  antibióticos  del  grupo  de  las  tetraciclinas,  el método  SNAP  Tetracycline, 







ensayados  fueron detectados a una concentración  inferior al LMR excepto  la amoxicilina, que sólo 
pudo ser detectada a concentraciones comprendidas entre 1.5 y 2.7 veces el LMR. 
Borrás  (2011) en  leche de vaca  indica que el método SNAP Betalactam es muy sensible para 
sustancias  como  la  cefoperazona  y  la  cefalexina,  mientras  que  para  ampicilina  y  la  cloxacilina 
presentan una sensibilidad muy baja (20% y 40%, respectivamente). A su vez, Muro (2008) en leche 
de  oveja,  señala  que  la  sensibilidad  de  este método  es  de  100%  para  el  ceftiofur,  cefalexina  y 
cefoperazona mientras que presenta una menor sensibilidad para la penicilina y la ampicilina (80% y 
53%, respectivamente). En el caso de  las  tetracilinas, Muro  (2008)  indica una sensibilidad de 100% 










LMR  establecido  para  estas  sustancias  (100  µg/Kg).  Sin  embargo,  la  clortetraciclina  no  pudo  ser 
detectada a esta concentración. 
Perme  y  col.  (2010)  realizó  una  evaluación  del método  TwinsensorBT  con  leche  de  vaca  y 
observó  resultados  similares  a  los  encontrados  en  este  estudio  para  todos  los  antibióticos 
considerados, es decir, valores de CCβ≤LMR, a excepción de  la clortetraciclina que  fue detectada a 
una concentración igual al LMR. 
Con  leche  de  oveja,  Muro  (2008)  señala  una  sensibilidad  muy  elevada  para  todos  los 

















se  interpretaron  de  manera  visual  y  mediante  la  utilización  del  lector  AccuScan  III  (Neogen 
Corporation) que generó 2 tipos de lecturas: una lectura β para la detección de betalactámicos y una 
lectura  T para  la de  tetraciclinas.  Las  lecturas  visuales  coincidieron  con  las proporcionadas por  el 
lector. 
En  la Figura 13 se presenta el efecto del azidiol sobre  la respuesta del método BetaStar en  la 
leche de cabra sin antibióticos. En ella se observa que tanto la lectura β como la lectura T disminuyen 





















Amoxicilina  4  2 5/20 75  3 
3 1/40 97,5 
Ampicilina  4  2 4/20 80  3 
3 0/40 100 
Cloxacilina  30  15  0/20  100  15 
Penicilina G  4 2 1/20 95  2
Cefalexina  100  50 3/20 85  75 
75 0/40 100 
Cefalonium  20 10 0/20 100  10











Oxitetraciclina  100 50 0/20 100  50
































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Respecto a  las muestras de  leche adicionadas de antibiótico  (4 µg/Kg de penicilina G y 100 
µg/Kg)  tampoco  se encuentran diferencias en  cuanto  a  la  interpretación de  resultados  aunque  se 
observa un incremento de las lecturas en las muestras adicionadas de conservante. 

























1. Los métodos  de  unión  a  receptores  proteicos,  con muestras  individuales  de  leche  de  cabra, 
presentan  unos  elevados  porcentajes  de  especificidad.  Para  la  detección  de  betalactámicos,  el 
método BetaStar Combo resultó ser el más específico (99%), seguido del Charm MRL BL/TET (98%) y 
del SNAP Betalactam (95%). Con el Twinsensor BT se calculó una especificidad más baja (87%), debido 
a  un  elevado  número  de  resultados  “falsos  positivos”,  lo  que  indica  que  este método  se  ve más 




que  también  presentaron  valores muy  elevados,  lo  que  indica  que  estos métodos  son  altamente 
específicos para el análisis de muestras  individuales de  leche de cabra, es decir, que no presentan 
interferencias relacionadas con este tipo de leche. 
  El  SNAP  Gentamicin  también  presentó  una  elevada  especificidad  (100%)  con  muestras 
individuales de leche de cabra. 
2. La  Capacidad  de  Detección  (CCβ)  de  los  métodos  de  unión  a  receptores  proteicos  de  los 
antibióticos betalactámicos y tetraciclinas con respecto al LMR en muestras individuales de leche de 




  Para  el  grupo  de  las  tetraciclinas,  el método  Charm MRL BL/TET  presentó  una  Capacidad  de 
Detección (CCβ) para todas las sustancias analizadas inferior al LMR, mientras que los métodos SNAP 




3. El conservante azidiol no  influyó  sobre  la  respuesta de  los métodos de unión a  receptores 
proteicos  evaluados  (Charm  MRL  BL/TET,  BetaStar  Combo,  SNAP  y  TwinsensorBT)  en  muestras 
individuales de leche de cabra con y sin antibióticos. Sin embargo, en el método SNAP Betalactam se 
observó que al agregar azidiol a  las muestras de  leche,  se  retrasaba  la aparición de  los puntos de 
lectura  lo que obliga a prolongar el  tiempo de análisis. Además,  la  intensidad de dichos puntos es 
menor en las muestras adicionadas de conservante. 
  De  forma  general,  se  puede  concluir  que  los  métodos  de  unión  a  receptores  proteicos 







TwinsensorBT que presentó grandes  interferencias a nivel de  la  línea de betalactámicos, a pesar de 
presentar una buena Capacidad de Detección  (CCβ). Respecto a  la detección de  tetraciclinas  todos 
los  métodos  fueron  altamente  específicos  aunque  la  Capacidad  de  Detección  (CCβ)  para  la 
clortetraciclina sólo resultó adecuada en el método Charm MRL BL/TET, aunque hay que indicar que 
esta tetraciclina es muy poco utilizada en ganado caprino. 
  Por  último,  hay  que  señalar  que  este  trabajo  se  considera  una  aportación  a  la  limitada 
información  existente  sobre  los métodos  de  detección  de  antibióticos  en  la  leche  de  pequeños 
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